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金属 离子 和 脲 对 白蜡 虫 碱 性 磷酸 酶 的 影响 


赵 欣 平 ， 舒 ” 易 , 杨 芳 ，, 刘 克 武 ， 喻 东 


(四 川 大 学 生命 科学 学 院 ， 成 都 “610064) 


摘要 : 各 种 金属 离子 及 脲 对 白 螨虫 Biricerus pela〈Chavannes) 碱 性 磷酸 酶 的 活性 有 不 同 的 影响 。 从 白蜡 虫 峻 成 虫 中 分 离 纯 化 
得 到 碱 性 磷酸 酶 ， 加 入 各 种 不 同 浓度 的 金属 离子 及 脲 测 定 酶 的 活力 。 一 价 金 属 离子 Na+ 、K+ 、Li* 对 酶 活力 没有 影响 。 碱 
土 金 属 离子 Ca 、Mg  、Ba 对 酶 有 激活 作用 ， 激 活 作 用 的 大 小 顺序 依次 为 Ca 、Ba' 、Mg' 。 第 一 过 渡 金 属 离子 中 ， 
Mm+ 、Co+ 、N2 对 酶 有 激活 作用 ， 而 22 、Ce2* 有 抑制 作用 。 重 金属 离子 CY¥* 、PbB* 对 酶 有 抑制 作用 。Cae* 激活 作用 表 
现 为 非 竞 争 性 激活 效应 。Cu- 抑制 作用 表现 为 非 竞 争 性 抑制 效应 。 脲 对 碱 性 磷酸 酶 有 变性 失 活 作 用 ， 按 脲 浓 度 可 分 为 低 于 
3 molL 和 高 于 3 molL 两 种 类 型 。 低 浓度 的 脲 对 白 螨虫 碱 性 磷酸 酶 的 活性 抑制 的 动力 学 表现 为 混合 型 效应 。 
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Effects of metal ions and urea on alkaline phosphatase from Ericerus pela Cha- 


vannes) 

ZHAQ Xin-Ping，SHU Chang, YANG Fang，LIU Ke-Wu, YU Dong (College of Life Science, Sichuan University， 
Chengdu 610064, China) 

Abstract: The effects of metal ions and urea on the alkaline phosphatase ( AKP) activity from Ericerus pela (Cha- 
vannes) were surveyed. The enzyme was purified from the female adult. After each metal ion and urea had been mixed 
with the enzyme, the enzyme activity was determined. K’, Na’ and Li’” had not any effect on the enzyme activity. 
Ca', Ba’, Mg:, Mn', Co*, Ni activated the enzyme. Zn *, Cu’, Cd* and Pb” inhibited the enzyme. The 
Ca was a more efficacious activator and the effect was classified as noncompetitive type. The inhibition of Cu ”on the 
enzyme was found to be of noncompetitive type. The AKP was inactivated by urea; the inactivation could be divided into 
two kinds according to the concentration of the urea: lower than 3 mol/L and higher than 3 mol/L. At lower concentra- 
tion, the effect of urea on the enzyme displayed a mixed type of inhibition. 
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子 (Femley，1971)。 研 究 不 同 金属 离子 的 影响 ， 
对 于 探讨 酶 的 作用 机 理 ， 调 节 体内 钙 、 磷 代谢 ， 以 
及 对 白蜡 虫 Ericerus pela 《Chavannes) 的 代谢 及 生长 


碱 性 磷酸 酶 (alkaline phosphatase， 简 称 AKP， 
EC 3*1°*3*1) 广泛 存在 于 动 植物 及 微生物 体内 ， 是 
一 种 对 底 物 专 一 性 较 低 的 磷酸 单 酮 水解 酶 ， 在 生物 


体内 直接 参与 磷酸 基 团 转移 和 代谢 过 程 ， 在 生物 体 
内 的 物质 代谢 中 具有 重要 的 作用 《 陈 清 西 等 ， 
1989)。 提 纯 后 的 AKP 还 常 被 用 于 核酸 、 毒 物 学 、 
医学 研究 中 ， 为 遗传 工程 常用 工具 酶 《看 甲 仁 等 ， 
1986)。AKP 是 生物 代谢 过 程 中 重要 的 调控 酶 ， 酶 
活力 的 稳定 性 对 于 生物 代谢 的 稳定 性 是 至 关 重 要 
的 。 其 活力 稳定 性 越 高 ， 生 物 代 谢 就 越 稳定 ， 生 物 
适应 能 力 就 越 强 《万 谦 等 ，1994)。AKP 是 一 种 金 
属 酶 ， 其 结构 的 维持 和 酶 活力 的 表现 都 需要 金属 离 
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的 环境 因素 等 具有 一 定 意义 ， 对 于 研究 不 同 来 源 的 
AKP 的 结构 、 功 能 及 其 在 进化 上 的 相互 关系 也 有 一 
定 意义 。 

白蜡 忠 为 我 国 特 有 的 资源 昆虫 ， 其 雄 虫 分 泌 的 
白蜡 是 几 十 项 工业 产品 的 原料 和 配料 ， 肉 忠 作 为 种 
忠 进行 生产 ， 具 有 较 大 的 经 济 价 值 。 迄 今 为 上 ， 国 
内 外 对 白蜡 虫 的 研究 主要 包括 形态 结构 及 超 微 结 
构 、 生 物 学 特性 、 胚 胎 发 育 、 生 态 分 布 、 病 虫害 及 
防治 、 忠 蜡 生 产 技术 等 方面 。 我 们 在 研究 白蜡 忠 碱 
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性 磷酸 酶 分 离 纯化 及 功能 基 团 (起 欣 平等 ，2001) 
的 基础 上 ， 从 动力 学 角度 探讨 了 各 类 金属 离子 及 脲 
对 酶 活力 的 影响 。 


1 材料 与 方法 


1.1 材料 与 试剂 

白蜡 忠 为 4 月 初 采 目 四 川 大 学 校内 寄生 在 小 叶 
女 贞 树 上 的 肉 成 忠 。Sephadex G-150 为 Pharmacia 产 
品 ， 丙 烯 酰 腕 为 Sigma 产品 ， 甲 义 双 丙 米 酰胺 为 
Fluka 产品 ， 磷 酸 共 二 钠 、4- 氨 基 安 蔡 比 林 、 各 种 
金属 离子 无 机 盐 、 脲 及 其 余 试剂 均 为 国产 分 析 纯 ， 
所 用 试剂 均 用 重 车 水 配制 。 
1.2 方法 

白蜡 虫 AKP 经 分 离 纯 化 及 活力 测定 《 赵 欣 平 
等 ，2001)， 所 得 酶 制品 的 比 活力 为 127.3 U*mg 1。 
1.2.1 基质 缓冲 液 : 0.05 mol/L 甘氨酸 -NaOH 缓冲 
液 (pH 8.5)、0.01 mol/L 磷酸 茶 二 钠 、3% 4- 毛 基 
安 奉 比 林 及 重 蒸 水 按 10:5:1:4 的 比例 混合 《 张 洪 
渊 等 ，1996)， 测 定 Co 、Zr! 效应 时 ， 用 碳酸 缓 
冲 液 pH 8.8。 
1.2.2 金属 离子 对 酶 活力 影响 的 测定 : 在 1.5 mL 
基质 彼 中 分 别 加 入 不 同 浓度 的 含 各 种 金属 离子 的 无 
机 盐 溶液 ， 加 入 0.1 mL (27 ug) 酶 液 ， 用 重 蒸 水 
补足 至 5 mL， 于 37% 反 应 15 min， 用 5% 三 氧 乙酸 
终止 反应 ， 在 510 nm 测定 光 吸 收 值 ， 以 无 金属 离 





子 反 应 系统 为 对 照 ， 计 算 各 种 金属 离子 存在 下 的 相 
对 活力 。 


1.2.3 脲 对 酶 活性 影响 的 测定 : 在 上 述 基 质 缓冲 
液 中 加 入 0.01 molL CaCAc)《〈 酷 酸 钙 ) 以 提高 酶 
活 。 在 1.5 mL 基质 液 中 分 别 加 入 不 同 浓度 的 含 脲 
的 溶液 ， 加 入 0.1 mL (27 ng) 酶 液 ， 用 重 蒸 水 补 
足 至 $ mL， 于 37% 反 应 1 min， 用 5% 三 氧 乙酸 终 
止 反 应 ， 在 510 nm 测定 光 吸 收 值 ， 以 无 脲 的 反应 
系统 为 对 照 ， 测 定 不 同 脲 浓度 下 的 酶 活力 ， 并 计算 
相对 活力 。 


2 结果 与 分 析 


2.1 金属 离子 对 AKP 活力 的 影响 

2.1.1 一 价 金 属 离子 ， 选取 NaCl、KCl、Li$0, 等 
无 机 盐 ， 测 定 Na* 、K* 、Li! 对 酶 活力 的 影响 。 结 
果 表 明 ， 在 1.0 ~ 10.0 mmol/L 浓度 范围 内 ， 酶 的 活 
力 没有 变化 〈 表 1)， 说 明 它 们 对 酶 活力 没有 影响 。 


Na* 、K: 等 离子 在 细胞 内 外 都 是 常见 的 ， 它 们 在 
生物 学 上 的 主要 作用 是 中 和 阴离子 的 电荷 和 保持 细 
胞 内 外 的 渗透 压 ， 经 过 长 期 的 进化 ， 细 胞 对 这 些 离 
子 浓 度 变化 有 者 严 密 的 调控 机 制 ，AKP 的 结构 与 功 
能 也 已 适应 这 些 离子 浓度 的 变化 。 


表 1 + 、Na+ 、K+ 对 AKP 相对 活力 的 影响 (人 免 ) 








Table 1 Influence of Li*, Na’, K’ ions 
on AKP activity ( % ) 

金属 离 金属 离子 浓度 《mmol/L) 

子 种 类 Metal ion concentration 

Metal ion 1.0 2.0 4.0 6.0 8.0 10.0 
Ti 101 100 103 108 99 104 
Nat 99 101 101 103 97 100 
K+ 102 103 105 98 100 103 


2.1.2 二 价 碱土 金属 离子 : 选取 CalAc), 、BaCl,、 
MgCb 为 效应 物 ， 测 定 了 Ca* 、Ba* 、Mg>* 二 价 金 
属 离子 对 酶 活力 的 影响 。 结 果 表明 这 些 碱 士族 金属 
离子 对 酶 均 有 激活 作用 。Ca2: 的 激活 作用 最 强 ， 当 
Ca 的 浓度 为 5 mmolL， 酶 的 相对 活力 达到 252%。 
Ba2+ 的 激活 作用 次 之 ，Mg2 的 激活 作用 相对 较 弱 
《图 1)。 上 述 结果 说 明 ， 碱 土 金属 离子 对 AKP 的 功 
能 而 言 是 有 益 的 金属 离子 。 
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图 1 碱土 金属 离子 对 AKP 活力 的 影响 
Fig. 1 Influence of alkaline-earth metal ions 
on AKP activity 


2.1.3 第 一 过 渡 金 属 离子 : 选取 MnS0,、Co 
CNO,)、NiSO, 、CuCL 、ZncCL 为 效应 物 ， 检 测 第 一 


过 渡 金 属 离子 对 酶 活力 的 影响 。 结 果 表 明 ，Mn2+ 、 
Co 、N?! 对 酶 有 激活 作用 ， 当 M + 为 5 mmol/L 
时 , 酶 的 相对 活力 可 达 150%，Ce! 激活 作用 较 
Mo 稍 弱 ， 较 NE 强 《 图 2)。Cw+ 、Z2: 对 酶 有 
抑制 效应 ，Cuo2: 比 Zr! 抑制 作用 较 强 (图 2)。 上 
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述 结果 说 明 ， 第 一 过 渡 金 属 离子 对 酶 产生 的 效应 不 
同 。 





160) 
多 2 
。 Mn 
PN 三 120 CO 
人 四 人 
2 互 主 NN1” 
2 em” 
党 安 、3- 
X CU 
如 1 | 1 L 
0 1 3 1 5 6 


爷 揭 久 六 浓度 
Natal ion concentrationia ml 


图 2 过 渡 金 属 离子 对 AKP 活力 的 影响 
Fig. 2 Influence of transitional metal ions 
on AKP activity 


2.1.4 重金 属 离子 : 选取 PbCNO, ) 、CdCL 为 效应 
物 ， 测 定 了 重金 属 离子 对 酶 活力 的 影响 。 结 果 表 
明 ， 二 者 对 酶 均 有 抑制 作用 ， 其 中 pb! 的 抑制 效 
果 较 强 ， 其 浓度 为 2 mmol/L 时 ， 酶 活力 剩余 40%， 
其 浓度 为 5 mmolyL 时 ， 酶 活力 剩余 25%。Cq! 的 
抑制 效果 相对 弱 些 (图 3)。 说 明 重 金属 离子 对 
AKP 均 产 生 抑 制作 用 ， 对 AKP 的 功能 而 言 是 有 害 
的 金属 离子 ， 常 可 使 酶 失 活 。 
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图 3 重金 属 离子 对 AKP 活力 的 影响 
Fig. 3 Influence of heavy metal ions on AKP activity 


2.2 Ca 和 Ce 对 AKP 效应 的 动力 学 

2.2.1 Ca: 的 激活 作用 类 型 ， 在 几 种 浓度 Ca 条 
件 下 ， 改 变 底 物 磷酸 茶 二 钠 的 浓度 ， 测 定 酶 反应 初 
速度 ， 并 按 Lineweaver-Burk 双 倒 数 法 作 图 〈 图 4)， 
结果 表明 ，Ca 不 影响 K, 值 ， 只 影响 最 大 反应 速 
度 V,。， 这 表明 Ca 不 影响 酶 同 底 物 的 亲和力 。 随 
着 Ce 浓度 的 增 大 ，V,, 值 也 增 大 ， 表 现 为 非 竞争 
性 激活 效应 。 
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图 4 Ca 对 AKP 的 效应 
Fig. 4 Effect of calcium ion on AKP activity 


2.2.2 Ce 的 抑制 作用 类 型 : 在 含 个 同 浓度 的 
Co: 条 件 下 ， 改 变 底 物 磷酸 茶 二 钠 的 浓度 ,分 别 测 
定 酶 的 反应 初速 度 并 按 LineveaverBurk 法 作 图 《图 
5)， 结 果 表 明 ，Cw! 浓度 的 改变 不 影响 酶 的 天， 
值 ，V, 值 随 着 Ce 浓度 的 增 大 而 减 小 ， 说 明 它 只 
影响 酶 的 催化 反应 而 不 影响 酶 与 底 物 的 结合 作用 ， 
Co 对 AKP 表现 为 非 竞争 性 抑制 类 型 。 
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图 5 Cu 对 AKP 的 效应 
Fig. 5 Effect of calcium ion on AKP activity 


2.3” 脲 对 AKP 作用 的 效应 

2.3.1 脲 对 酶 活力 的 影响 : 在 反应 体系 中 加 入 不 
同 浓度 的 脲 ， 分 别 测定 酶 的 剩余 活力 。 随 着 脲 浓度 
的 增 大 ， 酶 活力 呈 下 降 趋势 。 在 脲 浓度 为 3 mol/L 
处 有 一 转折 点 ， 即 浓度 小 于 3 mol/L 时 酶 活力 下 降 
比较 缓慢 。 当 脲 浓度 为 3 moyL 时 ， 酶 活力 剩余 
73%， 当 脲 浓度 大 于 3 mol/L 时 酶 活力 下 降 十 分 迅 
速 ， 脲 浓度 为 4 molL 时 酶 活力 剩余 41%， 脲 浓度 
为 5 mol/L 时 酶 全 部 失 活 〈 图 6)。 

2.3.2 脲 变性 动力 学 : 在 含 脲 浓度 分 别 为 1.0、 
2.0 molL 和 不 含 脲 的 反应 体系 中 ， 加 入 0.1 mL 的 
酶 液 ， 改 变 底 物 的 浓度 ， 测 定 酶 促 反 应 初速 度 ， 然 
后 按 双 倒数 作 图 法 作出 其 动力 学 曲线 。 结 果 表 明 ， 
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当 浓 度 小 于 3 molL 时 ， 脲 对 白蜡 忠 AKP 的 作用 类 
似 于 温 合 型 抑制 效应 机 制图 7》»， 脲 浓度 增 大 ， 
K, 值 增 大 ，V, 降低， 说 明 脲 不 仅 影响 底 物 与 酶 
的 结合 ， 而 且 影响 酶 的 催化 作用 。 
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图 6 脲 对 AKP 活力 的 影响 
Fig. 6 JInfluence of urea on AKP activity 
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图 7 脲 对 AKP 的 效应 
Fig. 7 Effect of urea on AKP activity 


3 讨论 


不 同 金属 离子 对 酶 的 影响 不 同 ， 它 们 对 酶 的 结 
构 和 功能 所 起 的 作用 也 不 相同 。 酶 和 金属 的 关系 有 
三 种 情况 ， 有 的 金属 离子 与 酶 蛋白 紧密 结合 ， 在 酶 
的 分 离 纯化 过 程 中 也 不 分 离 ， 作 为 酶 的 组 成 部 分 ; 
有 的 金属 离子 与 酶 蛋白 结合 不 紧 ， 纯 化 的 酶 中 往往 
不 含 这 类 金属 离子 ， 但 加 入 之 后 酶 活力 大 大 提高 ， 
这 一 类 称 为 酶 的 金属 离子 激活 剂 ， 还 有 的 金属 离子 
可 抑制 酶 的 活力 ， 称 为 酶 的 金属 离子 抑制 剂 
(Suckling, 1984)。 

在 研究 Ze 对 白蜡 虫 AKP 的 影响 中 发 现 ， 
ZY! 浓度 在 1 mmolL 以 下 ， 对 酶 活力 的 影响 较 小 ， 
但 高 浓度 的 Ze 可 抑制 酶 的 活性 。 在 实验 中 发 现 ， 
梅 液 经 乙 二 胺 四 乙酸 (EDTA) 透析 处 理 后 ， 酶 的 


活性 迅速 下 降 并 完全 失 活 ， 失 活 的 酶 液 中 加 入 
ZnCl 《1 mmol/L》 可 以 恢复 小 部 分 活性 ， 加 入 
CaCAc),，(1 mmolyL) 对 酶 活力 几乎 没有 影响 ， 而 
同时 加 入 ZnCL 和 Cal Ac)》 可 以 恢复 绝 大 部 分 的 活 
性 。 由 此 可 见 ， 和 白蜡 虫 的 AKP 与 大 肠 杆 菌 等 其 它 
来 源 的 AKP《〈 张 洪 测 等 ，1996: 颜 思 旭 等 ，1986; 
Cathala et ai., 1975; Cyboron et al., 1981; Fossot et 
al .，1974; MeCracken et al.，1981〉 相似 ， 也 是 一 
种 含 锌 的 金属 酶 。Z2: 的 作用 是 使 酶 的 亚 基 聚 合 形 
成 有 活性 的 二 聚 体 形式 ， 但 高 浓度 的 Zo! 则 可 使 
亚 基 过 度 聚 合 而 不 利于 酶 的 功能 表现 ( Femley; 
1971)。 

在 研究 碱土 金属 离子 对 白蜡 忠 AKP 的 作用 时 
发 现 ， 碱 土 金属 离子 对 白蜡 忠 AKP 有 不 同 程度 激 
活 作 用 。 在 相同 的 金属 离子 浓度 下 ，Ca! 的 激活 作 
用 最 强 ，Mg! 的 激活 作用 较 弱 。 而 其 它 来 源 的 
AKP，Mg 的 激活 作用 最 强 ，Ca! 的 激活 作用 较 弱 
《 张 洪 渊 等 ，1996; 颜 思 旭 等 ; 1986; Ahlers， 
1974)。Ca! 对 白蜡 忠 AKP 的 激活 机 理 为 非 竞争 性 
类 型 ， 这 与 Mg+ 对 背 角 无 齿 蚌 《 张 洪 渊 等 ， 
1996)、 文 昌 鱼 〈 颜 思 旭 等 ，1986)、 猪 眼 〈Ahlers， 
1974) 中 AKP 的 作用 具有 相同 的 机 理 。Ca+ 与 
Mg ! 同族 ， 有 可 能 在 长 期 的 进化 过 程 中 ， 白 螨虫 
AKP 出 现 了 一 些 变化 ， 使 得 Ce! 取代 了 Mg 的 位 
置 ， 对 酶 起 主要 的 调节 作用 。 

脲 作用 于 酶 可 使 诲 蛋白 变性 失 活 ， 是 典型 的 绰 
白质 变性 剂 。 不 同 的 酶 由 于 结构 不 同 ， 引 起 变性 失 
活 所 要 求 的 脲 浓度 也 不 尽 相 同 。 对 白蜡 忠 AKP 脲 
变性 试验 表明 ， 脲 的 失 活 作用 有 了 两 个 过 程 ， 在 低 浓 
度 脲 下 (3 molL 以 下 )》 为 慢 失 活 过 程 ， 高 浓度 脲 
下 (3 mol/L 以 上 为 快 失 活 过 程 。 慢 失 活 为 可 首 
过 程 ， 即 3 molL 以 下 的 浓度 的 脲 引起 的 AKP 失 
活 ， 通 过 透析 或 稀释 除去 脲 后 ， 酶 可 复活 。 快 失 活 
过 程 为 不 可 逆 过 程 ， 即 在 高 浓度 〈3 mol/L》〉 脲 中 ， 
酶 失 活 后 不 能 通过 透析 或 稀 酸 使 酶 复活 。 白 蜡 虫 
AKP 脲 失 活 临界 浓度 为 3 mol/L， 接 近 背 角 无 齿 昨 2 
~3 mol/L《 张 洪 渊 等 ，1996)、 牛 月 3 mol/L 《Catha- 
la et al.，1975)〉 的 AKP， 而 不 同 于 人 胎盘 8 mol/L 
的 AKP 《Birkett et al.，1967)。 在 临界 浓度 以 下 ， 
脲 对 白蜡 虫 AKP 的 抑制 作用 与 背 角 无 齿 昨 〈 张 洪 
渊 等 ，1996) 相同 ， 表 现 为 混合 型 效应 ， 不 同 于 下 
行动 物 《Echetebu ，19807、 大 组 织 〈Birkett et al.， 
1967) 的 AKP， 后 二 者 均 为 非 竞 争 抑制 效应 。 这 些 
研究 结果 表明 ， 不 同 来 源 的 AKP 可 能 在 空间 结构 
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上 有 较 大 差异 。 白 螨虫 AKP 的 氢 键 等 次 级 键 比 其 
他 来 源 AKP 敏感 ， 而 易 被 脲 断裂 引起 结构 变化 ， 
而 使 酶 的 活性 发 生 改 变 。 
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